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生体組織切片にお付る遺伝子発現を細胞レベルで顕微鏡下に観察することが
できるIn situハイプリダイゼーション法は、広汎な医学分野で応用され、遺
伝子制御の研究に大きく寄与している。その原理は、目的の遺伝子に特異的な
相補的塩基配列をもっ一本鎖核酸を槙識しておき、この標識プロープがハイブ
リッド結合する細胞内核酸を可視化することにある。標識プロープ核酸の作成
法として信頼性が高いのは、 DNA合成材でオリゴヌクレオチドを調製しその
3・末端に標識物質を酵素化学的に結合する方法である。この方式の問題は，
①標識物質の結合比率を制御しにくい、②プロープ配列中に標識物質を混入す
るなどのデザインが困難である、@酵素標識法は非常に高価である、④非政射
性標識が環境問題的に望ましい、などである。本研究は、既製DNA合成機の
反応原理を更に発展させ、オリゴDNAの合成過程中に標識物質を結合する一
貫的な合成システムを開発するのが目的である。このシステム開発が成就すれ
ば、実験目的に応じた異なるプロープを論理的かつ自由にデザインできるので、
検出感度の向上や低コスト化が容易に実現されると思われる。
核酸ハイプリダイゼーション法は、染色体上、組織切片上あるいはメンプレ
ン上で特異的な核酸を検出する遺伝子工学的手法の一つであり、その応用範囲
は、医学、生物学をはじめとするライフサイエンス全般に極めて広範囲に及ん
でいる。我々の研究は、このInsituハイプリダイゼーション法に必須な標識
プロープを、単にコンビューターに配列を入力するのみで研究者の望む通りの
形で、論理的に安価に大量に信頼性高〈得ることを可能とする装置を提供する
ものである。即ち、論理的なプロープを得られるという研究上のメリット、自
由な槙識が可能となることによる研究発展の可能性の拡大、経済的なコストダ
ウン、応用分野の広さなど、この社会的意義は極めて大きいと考えられる.
現在ハイプリダイゼーション法の主流となっている標識合成オリゴヌクレオ
チドプロープの作製は. 1)オリゴヌクレオチドの合成. 2)オリゴヌクレオ
チドの標識という 2つのステップに分げて行われている01)については、既
に合成装置の実用化が成されており、内外の数社から発売されている.しかし、
2 )については依然生物酵素を用いた標識を行うのが一般的である.本法は、
従来の生物酵素を用いるのではなく、化学反応的に 1)と 2)のステップを同
時に行うところに特色がある。化学反応をコンビューター制御にて行うため一
度に大量のオリゴヌクレオチドを標識出来るため、コストを大幅に軽減できる。
加えて、自動的に標識物質をオリゴヌクレオチドに組み込むことが出来、自由
に目的に応じて標識部位をデザインすることが可能となるなど、従来考えられ
なかったハイプリダイゼーション技法にも道を聞くものと考えられる.
本研究に用いられる標識プロープ合成装置はすでにある DNA合成装置の一
部を改良することにより容易に得ることができる。 合成に用いられる標識ヌク
レオチドの条件としては、 1 )安定であること. 2)ハイプリダイゼーション
の効率を低下させないこと. 3)標識物質を高感度に検出する方法があること，
であるが、基本的には既に市販されているものであり、これを改良・開発する
ことは容易である.
DNA合成装置(アプライド・バイオシステム社、モデル39 1 )を購入し、
世界的に広く使用されている合成法を本試験研究でのシステム開発に応用でき
るように試みた。本研究センターで確立しているin situハイプリダイゼーシ
ヨンの信頼できるプロープとして、バゾプレッシン cDNAのうち30皿 erの
オリゴヌクレオチドを合成し検討材料とした。非放射性標識物質としてピオチ
ンをとりあげた。ピオチンを cDNAに組み入れる原理として、①プロモデオ
キシウリジンを cDNAに組み込み合成し、その後でビオチン化プロモデオキ
シウリジン抗体を用いる方法、②フォトアフィニティー標識法によるピオチン
化プロープの作成、③ピオチン化ATPまたはピオチン化UTPを用いてプロ
ープをPCR法により標識する手技、④3・末端に活性化第一級アミンを結合す
る方法、⑤6炭素鎖末端にアミンを導入したA Hー ピオチン結合法、などを考
案または検討した。①と②は自動化システムとしては実用化には不適であり、
@はノーザンプロッテイングなど化学的研究法にに適するプロープが容易に作
製でき、さらに④と⑤はin situハイプリダイゼーシヨンに最適のプロープが
作成可能であるという実験結果を得た。とくに⑤の方法では、市販のピオチン
ONという試薬を用いて、 3'末端のみならず5'末端あるいはプロープ配列中の任
意の核酸と置換できることが判明した。したがって、当初の目的は達成された
といえる。さらに最終年度ではin situハイプリダイゼーションに適した実用
的なピオチン導入量比の決定を行い、次いでパゾプレッシン以外のプロープに
ついて応用範囲の広い安定した反応条件を確立することができた.この完成法
を用いて、コリンアセチル基転移酵素の証明を行いつつある.
